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双功能枯草杆菌诱导型高效表达分泌载体的构建与鉴定
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摘 要：利用大肠杆菌质粒 FGH’$ 和枯草杆菌质粒 FIJ&3 共整合得到双功能克隆载体 FGJ。在 FGJ 多克隆位点依

次引入枯草杆菌果聚糖蔗糖酶基因启动子4信号肽序列 !"#J $ B ! B、地衣芽孢杆菌淀粉酶基因终止子序列!47:@ %
和短小芽孢杆菌增强子基因 &’(K，最终构建了双功能枯草杆菌诱导型高效表达分泌载体 FGJH1K。将 L7M-M,7,;= "
基因作为靶基因检测 !"#J $ B ! B、!47:@ % 和 &’(K 在 FGJH1K 进行外源基因表达时的功能，结果表明，在蔗糖诱导下，

!"#J 启动子有效启动了 L7M-M,7,;= N 基因的表达和分泌，!47:@ 1 提高了 L7M-M,7,;= "基因的转录效率，而 &’(K 明显

增强了 L7M-M,7,;="基因的表达水平。L7M-M,7,;="基因在蔗糖诱导下成功表达并分泌到枯草杆菌细胞外，蛋白质分

泌效率达到 )%O左右。质粒稳定性试验结果表明，经过 !% 个世代之后，质粒 FGJH1K 在枯草杆菌 PJ&5!$ 中仍旧保

持在 35O以上。
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分泌表达作为蛋白质的一种表达形式具有以下

几方面的优越性：#产物一般可溶，可正确折叠，有

生物活性；$表达产物分泌至细胞外，有利于分离纯

化。枯草杆菌是一种非致病性微生物，对人畜无害，

又具有完善的分泌系统，能将外源基因产物分泌至

胞外，有利于外源产物的纯化和回收［&，$］。但枯草杆

菌质粒的提取与转化效率不及大肠杆菌，PRQ 操作

困难。在大肠杆菌中 PRQ 分子操作简便易行，但进

行外源蛋白高效表达时易形成包涵体，产物分泌表

达水平低，且常分泌至周质空间而非胞外。构建穿

梭型大肠杆菌4枯草杆菌表达分泌载体，将克服枯草

杆菌 PRQ 操作困难问题，并能充分利用其分泌特

性。因此，有不少文献报道构建穿梭型大肠杆菌4芽
孢杆菌分泌表达载体用于外源基因的表达［5，!］。何

翔等［5］构建的芽孢杆菌穿梭载体 FSL4& 成功表达了

#)*&T 基因；彭清忠等［!］构建的 FJU9#% 成功分泌表

达了!4淀粉酶基因。

枯草杆菌多数细胞外蛋白酶在静止期表达和分

泌，而 !"#J 编码的果聚糖4蔗糖酶是一种胞外酶，在

枯草杆菌对数生长期合成，且这个酶的合成受蔗糖

诱导和多个增强基因的正调控。本文利用枯草芽孢

杆菌 !"#J 启动子、信号肽序列，地衣芽孢杆菌终止

子序列和短小芽孢杆菌增强子基因，与芽孢杆菌质

粒 FIJ&3 和大肠杆菌质粒 FGH’$ 一起构建了一个诱

导型高效表达分泌载体 FGJH1K，并以 L7M-M,7,;=4"
基因作为靶基因检测构建的 FGJH1K 的功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 &。

!"!"# 酶和试剂：各种限制性内切酶、1! PRQ 连接

酶、%"+ PRQ 聚合酶及其他修饰酶购自 VNJT*4JWX、

R9J 公司及华美生物工程公司；PRQ 快速胶回收试

剂盒购自上海华舜生物工程有限公司；蛋白分子量

标准购自 H0-:/Y7 公司；小鼠单克隆抗体由意大利

T-0,; Q 博士惠赠；山羊抗鼠 SWH4NYV 购自华美生物

工程公司。

!"!"$ 培养基：细菌培养用 XJ 培养基［3］；枯草杆菌

工程菌发酵用 $ Z [GW 培养基［)］。

!"# %&’ 操作

大肠杆菌质粒小量制备、PRQ 酶切连接和大肠

杆菌转化按参考文献［3］介绍的方法进行。枯草杆

菌质粒小量制备和枯草杆菌转化按参考文献［&%］介

绍的方法进行。酶切片段的分离回收采用上海华舜

生物工程公司的小量胶回收试剂盒，按说明书介绍

的方法进行。



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,
’()"*+, "+- .$",/*-, 0%+% (1.% 2)*3*+,

’()"*+,
! 4 "#$% 567! &’(899!$)":&;< *&+=&>（"?@ $)",!A&7）-."B& ./+B& 012B<; 3*%C & 2.$B& ’(D)% *+ (E*, $"#D)"(D)1
4 4 &’53%$%& 5F&G9H *%& /(2=H /(28&? )(2B’ .(2 !E*, $"#D)"(D)1

I$",/*-,
.’I>H 67(2 I)D/%3"
.:F&? 872 5)4 5D*，:J 5"K*,，:’B
.IFL> 972，+.0L !E*, $"#D)"(D)1［7］

.J=MM .4 ,4 67(2，&)"F ( 4 & 4 !E*, $"#D)"(D)1［;］

.:’06 8)/2 !E*, $"#D)"(D)1［>］

.0EJ0B 67(2，JE)D/D3)"+*+ B N5OB 5)4 6%$/"+，:’B

!"# 引物合成和 $%& 扩增

按 JE)D/D3)"+*+ B N5OB 序列合成引物。为方

便连接，在上游引物 7P端添加 :&3"酶切位点、下游

引物 7P端添加 8(/"酶切位点。为保证正确的读码

框，在 :&3"位点后添加两个核苷酸。为使翻译在

设定位置停止，在下游引物中添加终止密码子 !BB。

以 J0B N5OB 为模板进行 IJ= 反应，扩增条件为：

<9Q 7/*+；<9Q &/*+，7?Q G@,，>HQ &/*+；共进行

G@ 个循环；最后 >HQ &@/*+。扩增完毕，取 &@#R 用

@S?T琼脂糖凝胶电泳检测 IJ= 扩增结果。

!"’ 重组质粒的鉴定

菌落直接 IJ= 按照文献［&&］介绍的方法进行。

经菌落直接 IJ= 筛选到的阳性菌落进行培养，提取

质粒 5OB，用相应的限制性内切酶进行酶切鉴定，

能够切出目的片段的质粒为重组质粒。

!"( 枯草杆菌工程菌的表达

将含 重 组 子 的 单 菌 落 接 种 于 含 卡 那 霉 素

（&@#3U/R）的 RF 培养基中，G>Q H7@)U/*+ 振荡培养

过夜。按 7T接种量接种含卡那霉素（&@#3U/R）的 H
VA’= 培养基中，G>Q、H7@)U/*+ 振荡培养 HE 后加

蔗 糖 至 终 浓 度 为 HT，继 续 振 荡 培 养 G@E，9Q、

&@@@@)U/*+ 离心 &@/*+，分离菌体和培养上清。菌体

经细胞破碎仪破碎，制备粗制包涵体。取培养上清、

菌体和粗制包涵体进行电泳。

!") 分离小分子肽的 *+*,$-./ 和免疫印迹

’5’CIB08 根据文献［&H］介绍的方法进行。免

疫印迹技术按文献［?］介绍的方法进行。

!"0 质粒稳定性实验

参照陈启民［&G］的方法进行。

1 结果和分析

1"! 双功能枯草杆菌诱导型高效表达分泌载体的

构建及酶切分析

构建 .’FI!L 质粒技术路线参见图 &。将 .’I>H
用 (;’$和 <%/-%酶切，产生一个平末端和一个粘

性末端。.:F&? 用 !"#="酶切，用 W$%+DX 片段补平

末端，再用 <%/-%酶切，也产生一个平末端和一个

粘性末端。经连接酶连接，整合后的质粒 .’F 保留

了 .’I>H 的多克隆位点。通过连接处 5OB 序列分

析，.:F&? 经 !"#="酶切并补平后与 .’I>HU (;’$
位点连接，会重新生成一个 !"#="位点。所以 .’F
用 !"#="酶切，可切出线性 .’I>H（HS9Y#）和 .:F&?

（GS;Y#）的 5OB 片段。

为了构建诱导型表达载体，从本实验室构建的

载体 .J=MMCI4 ’ 4切出约 ;@@#. 的枯草杆菌果聚糖蔗

糖酶基因的启动子C信号肽序列（ &)"F ( 4 & 4），通过

一端平端和一端粘端连接在 .’F 多克隆位点一端，

得到质粒 .’FI。.’FI 上有两个 =+."位点，分别来

自 .’I>H 和 .:F&?。一个 =+."位点在 &)"F ( 4 & 4序
列上游约 &@@#. 处，另一个在 &)"F ( 4 & 4 序列下游

HS9Y# 处。用 =+."酶切 .’FI 后，再用 :&3"酶切，

就会将 &)"F ( 4 & 4 5OB 片段切下来。.’FIU=+."
Z :&3"的酶切产物比 .’FU=+." Z :&3"的酶切产

物多出一条 5OB 带，约 >@@#.，即为由约 ;@@#. 的

&)"F ( 4 & 4 和约 &@@#. 的 =+."到 &)"F ( 4 & 4近末

端之间的 5OB 片段组成。

为了能在诱导表达时，使转录有效终止，提高转

录效 率，从 本 实 验 室 构 建 的 .:’06 载 体 上 切 下

9H?#. 的地衣芽孢杆菌!C淀粉酶基因的终止子序列

!C"/1 >，连接在 .’FI 的 ?)""位点。通过连接处

5OB 序列分析，有一种连接方式会产生一个新的

4)76"位点。当用 4)76"酶切转化子质粒时，得

到一个这种连接方式的重组子，就选这个重组子命

名为 .’FI!，进行下一步操作。

为提高外源基因表达水平，从 .IFL> 上切下短

小芽孢杆菌增强子基因 +.0L 表达元件，连接在!C
"/1 > 下游的多克隆位点，得到质粒 .’FI!L。 +.0L
表达元件由 @)"[ 启动子和 +.0L 基因组成，在 @)"[
启动子和 +.0L 结构基因接口处有 <%/-%、:&3"、

?)$"限制性内切酶位点。由于 +.0L 通过补平末
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图 ! 双功能枯草杆菌诱导型高效表达分泌载体 "#$%&’的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. "(/,-"012 3(/ 2.."-"2(* 245+2))"’(6)2-+2*"’( )7,**12 82-*’+ 59:;<= ’. ! $ "#$%&’&" $

>%? @A B,"6.3(# (% )’ $ C*+%) ,&+-.$&.’./&+) 0&1&+)（DEE>）F>（G）



端，再连接到载体上，因此，会出现两种连接方式。

如果同向连接，连接后经 !"#!酶切，会得到 !""#$
%&’ 片段，分别是 ()*#$ 的淀粉酶基因终止子 %&’
和大于 )+"#$ 而小于 ,""#$ 的 $%&- 启动子组成。

如果反向连接，连接后经 !"#!酶切，会得到 +..#$
的 %&’ 片段，是由 ()*#$ 的淀粉酶基因终止子序列

和 /,*#$ 的 ’()0 基因组成。由酶切产物琼脂糖凝

胶电泳分析结果可知得到的重组子 $12340 上 $%&-
启动子与 "%&2 启动子同向（图略）。

分别将各步获得的连接产物转化大肠杆菌，得

到转化子。转化子扩大培养后，提取质粒进行酶切，

鉴定阳性重组质粒。重组质粒经过克隆、提取、纯

化，进行下一步重组质粒的构建。最后得到重组质

粒 $12340，提取 $12340 质粒转化表达宿主枯草杆

菌，转化子具有卡那霉素抗性。

图 ! 重组质粒 "#$、"#$% 和 "#$%& 的构建（’）及酶切琼脂糖凝胶电泳分析（(）

5678 ) 9:;<=>?@=6:; （ ’ ） A;B 7CD CDC@=>:$E:>C<6< A;ADF<6< （ 2 ） :G =EC >C<=>6@=6:; $>:B?@= :G $1H， $1H4 A;B $1H408
*+,!；.I 39J 3>:B?@=；K)I %&’ LABBC> 8

!)! 引物合成和 *+, 扩增结果

按 /I, 的方法设计并合成引物，引物序列如下：

引物 /：+MN’’94O9’O’’949994O4O’’9’O9994N,M
（ !"#!）；引 物 )：+MNOOOO4’9944’94O94O’4O4O
9994949N,M（ *+, !）。 用 引 物 / 和 引 物 ) 以

9E>:P:7>A;6; ’ @%&’ 为模板 39J 扩增 HA<:<=A=6; !
基因，扩增出一条约 )(Q#$ 的 %&’ 片段。

!)- 含 $./0/1.123 !基因重组质粒的构建及酶切

分析

含 HA<:<=A=6; !基因的重组质粒的构建如图 )N
’。将 $123、$1234 用 !"#!、*+,!进行酶切，与经

!"#!、*+, ! 酶 切 的 39J 产 物 连 接，构 建 含

HA<:<=A=6; !基因的重组质粒 $1H 和 $1H4。$12340
上有两个 !"#!位点，在 !"#!、*+,!中间插入外源

片段时，首先需要将 $12340 用 !"#!进行部分酶

切，电泳回收 !I+R# 大片段，再用 *+,!酶切，电泳

回收 !I+R# 大片段；与经 !"#!、*+,!酶切的 39J
产物 连 接，构 建 含 HA<:<=A=6; !基 因 的 重 组 质 粒

$1H40。连接产物转化 - 8 &./0 %S+"，菌落直接 39J
挑选阳性克隆。将阳性克隆经过培养后，提取质粒，

用 !"#!、*+,!进行酶切（图 )N2）。$1H、$1H4 经

!"#!、*+,!酶切后，切出一条带与 HA<:<=A=6; T 39J
产物大小相同。$12340 用 !"#!、*+,!酶切后，切

出两条带，$1H40 用 !"#!、*+,!酶切后切出 , 条

带，多出的条带与 HA<:<=A=6;! 39J 产物大小相同。

结果表明 HA<:<=A=6; !基因已经克隆到 $12、$123 和

$12340 中。

!)4 $./0/1.123 !基因的表达

将构建好的 $1H、$1H4 和 $1H40 转化枯草杆菌

菌株 %2/,()，挑一个转化子按 /I+ 介绍的方法进行

表达。收集培养液上清进行 1%1N3’OU 和免疫印迹

分析。重组 HA<:<=A=6; !理论分子量为 *I!R%A，由图

, 可知泳道 (、+ 与对照相比，在 *I!R%A 处多出一条

蛋白带，而泳道 , 看不到目的蛋白条带。用小鼠单

克隆抗体进行免疫印迹分析，在泳道 (、+ 出现阳性

杂交带，但泳道 ( 的杂交信号明显弱于泳道 +，而另

, 个泳道没有出现阳性杂交带。结果表明仅有 "%&2
+ 8 " 8不能有效表达目的蛋白，添加终止子序列之

后，目的蛋白得到有效表达，而增加了增强子 ’()0
元件后，目的蛋白的表达量明显提高。因而，"%&2
+ 8 " 8、"NAPF 1、’()0 元件对 $12340 用于外源基因

的分泌表达均具有重要作用，且 ’()0 对 "%&2 启动

子具有明显的正调控作用。

%2/,()（$1H40）的菌体、培养上清和粗制包涵

体电泳结果（图 (）显示约 Q"V的重组 HA<:<=A=6; !
被分泌出来，泳道 , 没有目的蛋白质说明 HA<:<=A=6;
!在 "%&2 信号肽引导下，以活性形式被表达分泌出

来。

!)5 "#(*%& 的稳定性

$12340 在 - 8 &./0 %S+"和 2 8 "34#0/0" %2/,()
中 的 稳 定 性 实 验 结 果 如 图 + 所 示。结 果 表 明，
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图 ! 枯草杆菌工程菌表达产物 "#"$%&’(（&）和免疫印

迹分析（)）

!"#$% &’&()*+,（*）-./ 012314. 5673（8）79 1:;41221/ ;47/<=32 947>
! $ "#$%&’&" 1.#".1141/ 234-".2$ ?$ @7A 4-.#1 ;4731". >-4B14；CD ’8C%EF

（;&8)GH）"./<=1/；FD’8C%EF（;&IGH）.7.("./<=1/；%D’8C%EF（;&I）

"./<=1/；ED’8C%EF（;&IG）"./<=1/；JD ’8C%EF（;&IGH）"./<=1/$

图 * #)+!*,（-"./0）菌 体、培 养 上 清 及 包 涵 体 "#"$
%&’( 分析

!"#$E &’&()*+, 79 ’8C%EF（;&IGH）=1662，2<;14.-3-.3 -./ ".=6<2"7.
57/K$ ?$ @7A 4-.#1 ;4731". >-4B14；CD ! $ "#$%&’&" ’8C%EF（;&IGH）

=1662；FD’8C%EF（;&IGH）2<;14.-3-.3；%D L.=6<2"7. 57/K$

;&8)GH 在大肠杆菌中比较稳定，CMM 个世代后，质

粒保持在 NJO以上。在枯草杆菌中的稳定性较差，

EM 个世代后，质粒保持率为 N%O，CMM 世代后，质粒

保持率降到 FMO。

图 1 质 粒 -")%/0 在 ! 2 "#$% #31!和 & 2 ’()*%$%’
#)+!*, 中的稳定性

!"#$J &3-5"6"3K 79 ;&8)GH ". ( $ )*’& ’PJ!-./ ! $ "#$%&’&" ’8C%EF$

! 讨论

由于枯草杆菌多数细胞外蛋白酶在静止期表达

和分泌，为避免外源蛋白被蛋白酶分解，应使外源蛋

白在枯草杆菌的对数生长期表达和分泌。 "+)8 编

码的果聚糖(蔗糖酶是一种胞外酶，在枯草杆菌的对

数生长期合成，且这个酶的合成受蔗糖诱导，故选用

"+)8 , $ " $作为表达外源基因的启动子和信号肽。

将 "+)8 , $ " $克隆在 ;&8 的多克隆位点。构建一个

表达载体，还需要有一个具有转录终止能力的终止

子，本文选用芽孢杆菌!(淀粉酶基因的终止子。枯

草杆菌基因组中至少有 CM 个位点参与了蔗糖代谢

过程的遗传控制，-./&(-./Q（旧称 "+)Q）、-./H（旧

称 "+)H）、"+)R( "+)S（旧称 "+)&）、-./T（旧称 ,0%T）

等芽孢杆菌的正调控基因能增强包括果聚糖(蔗糖

酶在内的多种水解酶类基因的表达［CE］。因此，我们

将本实验室克隆的 -./H 基因克隆到 ;&8 上，构建

了枯 草 杆 菌 双 功 能 诱 导 型 高 效 表 达(分 泌 载 体

;&8)GH。该载体既可以应用比较成熟的大肠杆菌

质粒提取方法提取，又可通过转化转入枯草杆菌进

行表达研究。与文献［%，E］报道的穿梭型表达分泌

载体相比，本研究构建的 ;&8)GH 还具有以下几方

面的优点："它是一个诱导型表达分泌载体，为实现

外源基因的高密度发酵奠定了基础；#;&8)GH 上有

增强基因 -./H 正调控 "+)8 启动子，提高了 "+)8 的

转录效率；$;&8)GH 上的 "+)8 , $ " $和 -./H 基因两

侧保留有常见限制性内切酶位点，便于进一步进行

亚克隆操作。

用 I-2723-3". %基因作为靶基因检测质粒上各

组成元件的作用，发现在蔗糖诱导下 "+)8 , $ " $ 有

效启动了 I-2723-3". %基因的表达，终止子序列!(
->K 1 对外源基因转录的有效终止提高了转录效

率，从而提高了外源基因的表达水平，-./H 对 "+)8
启动子具有明显的正调控作用，对提高 ;&8)GH 外

源基因的表达水平具有重要作用。实验结果证明本

文所克隆的这些遗传元件均为 ;&8)GH 表达外源基

因的有效元件。何翔等［%］构建的穿梭载体 ;PI(C 在

芽孢 杆 菌 中 能 稳 定 EM 个 世 代 左 右，本 文 构 建 的

;&8)GH 在枯草杆菌中的稳定性与之差别不大，也是

在 EM 个世代左右。

本实验采用菌落直接 )UT 方法筛选重组子具

有快速、方便的特点。&-3V1 等［CC］的实验表明将含有

质粒的大肠杆菌经过 WEX变性 C>". 以后，用倒置显

微镜观察发现大部分细胞破裂，释放出 ’Y*，为菌

落直接 )UT 提供了依据。可利用 )UT 的 WEX变性

反应使细菌 ’Y* 释放出来做模板，菌落直接 )UT 检

测重组质粒，为某些情况下无法通过酶切区分载体

’Y* 和重组子 ’Y* 提供了检测手段。不过，由于枯

草杆菌细胞壁厚，进行枯草杆菌工程菌菌落直接

)UT 时，需 先 挑 少 许 枯 草 杆 菌 菌 体 混 悬 于 FM&@
//PFZ 沸水浴 CM>".，离心取 J&@ 水相作模板进行

)UT 扩增。
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